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1、项目名称：肉毒毒素A改善皮瓣微血管内皮缺血再灌注损伤方法与机制研究
2、提名意见：
自噬是细胞应激情况下维持内环境稳定和存活重要机制。前期发现内皮细胞自噬激活可以拮抗皮瓣缺血再灌注损伤；肉毒毒素A预处理游离皮瓣可以激活内皮细胞自噬保护皮瓣。进一步发现低氧/复氧内皮细胞模型行肉毒素A处理后GPR78表达增加。Bertolotti A 认为GPR78是调控内质网应激启动的关键分子。我们假说肉毒毒素预处理皮瓣后激活内质网应激，然后启动内皮细胞保护性自噬可拮抗皮瓣再灌注损伤。拟肉毒毒素A预处理皮瓣再灌注损伤模型，观察内皮自噬体和凋亡指数等，整体水平明确内皮自噬激活是肉毒毒素A预处理抗皮瓣凋亡关键；低氧/复氧内皮细胞模型予以肉毒毒素A处理，不同时间段观察自噬变化规律，细胞水平探讨自噬变化的时效和量效特点；调控内质网信号通路，监测内质网不同通路蛋白，分子水平阐明内质网应激调控自噬的信号机制。研究将明确内皮自噬激活是对游离皮瓣行肉毒素A预处理保护关键靶点，拓展肉毒毒素A的临床用途。
3、项目简介
烧伤、肿瘤切除和创伤经常造成体表组织器官缺损和畸形。皮瓣移植是修复此类缺损的主要方法。但游离皮瓣移植术后约5-10%会发生皮瓣坏死，由于供区皮肤有限，皮瓣坏死不仅会带来巨大的痛苦，还会导致二次手术难度增加。皮瓣坏死的主要原因是缺血再灌注损伤，因此防治再灌损伤是迫切需要解决的问题。
我们通过实验发现对游离皮瓣进行处理，可以改善其移植的存活率。利用肉毒毒素A激活保护性自噬从而保护游离皮瓣内皮细胞，摆脱了传统的单纯抵抗炎症减轻损伤的思路。
我们目前着重于利用肉毒毒素A治疗游离皮瓣再灌注损伤的市场转化。肉毒毒素A是临床上常见的安全药品，目前已经运用于治疗斜视、偏头痛、肌肉痉挛等多种疾病，只需行简单的注射，实用性极高。我们通过细胞实验和动物实验发现，肉毒毒素A可以通过增加内皮细胞自噬体数量，从而激活自噬。对真皮微血管内皮细胞低氧/复氧模型予以肉毒毒素刺激后，不仅内皮细胞自噬体数量增加，而且内皮细胞的 GPR78 蛋白定量表达也明显增加，我们明确了，肉毒毒素A通过内质网应激激活线粒体自噬，从而减少细胞凋亡，减少游离皮瓣缺血再灌注损伤的死亡面积，提高皮瓣移植的存活率，实验效果显著，机制明确，有多篇论文支持。
主要科学发现点如下：1、建立动物皮瓣缺血/再灌注损伤模型以及真皮微血管内皮细胞屏障缺氧再灌注损伤模型（附件4、5），并明确肉毒毒素A对缺血/再灌注损伤的保护作用（附件1）。2、提示了自噬激活是肉毒毒素 A 保护皮瓣抗内皮细胞凋亡的有效靶点：缺血再灌注损伤后凋亡细胞数量显著增加，加入肉毒毒素A预处理凋亡细胞数量减少，而抑制自噬后凋亡细胞数量又明显增加，说明缺血再灌注损伤促进细胞发生凋亡，而肉毒毒素 A 通过促进自噬抑制细胞发生凋亡，进而对游离皮瓣发生保护作用（附件2）。3、阐明了肉毒毒素A对低氧/复氧内皮细胞自噬的调控机制：肉毒毒素A可以通过激活内质网应激，增加LC3II/I以及beclin1表达、自噬小体数量，提高内皮细胞保护性自噬水平，以此抵抗皮瓣缺血再灌注损伤（附件3）。发表SCI收录论文5篇，研究结果得到同行研究的证实。初步调查发现患者认为利用肉毒毒素A减少皮瓣坏死风险，价格可接受，注射操作可接受，效果令人期待，市场环境良好。目前手术病人量巨大，药物安全性高，药物价格合理。基础条件已经成熟，市场应用前景良好。但仍需要经过伦理审查、志愿者招募、知情同意等准备工作。
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